腎癌における SART1 癌拒絶抗原の発現とSART1 ペプチドによる HLA-A24 拘束性細胞障害性T細胞の誘導 by 新宅 一郎


























Expression of the SARTI Tumor Relection
Antigen in Renal Cell Carcinoma and Induc-
tion of HLA-A24-Restricted Cytotoxic T Lym-
phocytes by the SARTI peptide.
 (腎癌における SART1 癌拒絶抗原の発現と






 一 465 一
論文内容要旨
                研究目的
 細胞障害性丁細胞 (以下 CTL) によって認識される癌拒絶抗原は, 最近数多く発見されてお
 り, メラノーマに対 してはこれを用いた臨床試験が始まっている。 しか し, 腎癌における癌拒絶
 抗原及びその特異的免疫療法の研究はほとんど進んでいない。 そこで, 癌拒絶抗原遺伝子
 SART1 (Squamous cell carcinoma Antigen Recognized by T ce11-1) の腎癌における発現を
 解析 し, SART1 にコー ドされる HLA-A24 拘束性のペプチド (SART16g・.6兜) を認識する CTL が,
 SARTl を発現する HLA-A24 の腎癌細胞に対し細胞障害を示すかを解析した。 さらに腎癌患者
 の末梢リンパ球より, このペプチ ドを認識する CTL を誘導できるかを解析した。 以上によ り,
 SARTユ 6g。.、囎 ペ プチ ドを癌拒絶抗原と した癌特異的免疫療法の臨床応用 の可能性を解明した。
                研究方法
 1) 腎癌における SART1 の発現
 SART1 タ ンパクでウサギを免疫 して得られたポリクローナル抗体を用いて, Westem Blot 法
 にて腎癌細胞株 (n=15), 新鮮腎癌組織 (n=20), 新鮮腎正常部組織 (n=20), 初代培養腎癌
 細胞 (n=10), 初代培養腎正常部細胞 (n=io) における SARTl のタンパク レベルでの発現を
 調べた。
 2) KE4-CTL による腎癌細胞株の 51Cr 遊離試験
 食道癌患者 (SART1遺伝子を見つける元となった症例で, この癌細胞株がKE4) の末梢 IJ ン
 パ球より樹立した, SARTl働覗 ペプチド (EYRGFTQDF) を認識する CTL (KE4-CTL) を用
 いて, 腎癌細胞株, 初代培養腎癌細胞及び初代培養腎正常部細胞に対するKE4-CTL の組1胞障害
 を 51Cr 遊離試験にて測定した。
 3) 腎癌患者末梢リンパ球か ら, SART1㎜一6兜 ペプチ ド認識 CTL の誘導
 HLA-A24 の腎癌患者 11 例の末梢リンパ球を, IL-2 と共に SART16g。一6兇 ペプチ ドの抗原刺激下
 にて培養 し, 得られた CTLと HLA-A24 の腎癌細胞株の混合培養より IFN一γの測定を ELISA 法
 で行った。 IFN一γの産生を認めた4例のうち2例においてさらに CTL を培養 し, 腎癌細胞株に
 対する細胞障害を 5]Cr 遊離試験にて測定した。 また, この2例のうち1例において, 抗 CD8,
 抗 CD4, 抗 HLA-class I, 抗 HLA-class H等の抗体存在下で混合培養を行い IFN一γの測定を行っ
 た。
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                研究結果
 1) 腎癌における SART1 の発現
 腎癌細胞株, 初代培養腎癌細胞, 初代培養腎正常部細胞において, 核に発現する SART1㎜ タ
 ンパク及び細胞質に発現する SART1器g タンパク共に全例発現を認めた。 一方, 新鮮腎癌組織,
 新鮮腎正常部組織においては, 発現率が 25%以下であった。 これは, SART1 タンパクが細胞増
 殖に関与するタ ンパクであり, 増殖期には多く発現するためと考えている。
 以上より, 腎癌において, SART1 が高頻度に発現していることが確認された。
 2) KE4-CTL による腎癌細胞株の 5]Cr 遊離試験
 KE4-CTL は, HLA-A24 の腎癌細胞株及びKE4 に対し細胞障害を示したが, HLA-A24 ではな
 い腎癌細胞株等に対しては細胞障害を示さなかった。 また, KE4-CTL は, HLA-A24 の初代培
 養腎癌細胞に対 し細胞障害を示 したが, HLA-A24 の初代培養腎正常部細胞に対しては細胞障害
 を示さなかった。
 以上より, SART1鋤珊 を認識する KE4-CTL は, SART1 を発現する HLA-A24 の腎癌に対し
 て, 特異的な細胞障害を示した。 なお, 腎正常部細胞に対しては, SARTl タンパクを発現して
 いるのにも関わらず細胞障害を示さなかった機序の詳細は不明であるが, 抗原発現の程度が異な
 るな どの理由が考え られ る。
 3) 腎癌患者末梢リンパ球から, SART16g・、鵬 ペプチ ド認識 CTL の誘導
 11 例中4例にて IFN一γの有意な産生を認めた。 さらに, このうち2例において, 腎癌細胞株
 に対する細胞障害を 51Cr 遊離試験にて測定した。 HLA-A24 の腎癌細胞株に対し細胞障害を示し
 たが, HLA-A24 ではない腎癌細胞株等に対しては細胞障害を示さなかった。 また, ブロッキン
 グ実験においては, 抗 CD8 及び抗 HLA-class I抗体の存在下でのみ, IFN一γの産生が抑制され
 た。
 以上よ り, 一部の HLA-A24 の腎癌患者の末梢リンパ球中に SART16g。棚 ペ プチ ドを認識する
 CTL の存在が確認された。 これにより, SARTl劃一鵬 ペプチ ドの抗原刺激を 与える等の方法で,
 この CTL を増やすことが出来れば, 一部の腎癌に対する特異的免疫療法が成立する可能性が見
 いださ れた。
                結語
 SARTl は腎癌に高頻度で発現 しており, 癌拒絶抗原である SART16g。一6兜 ペプチ ドは癌ワクチ
 ンの標的分子と して有用と考えられた。 なお HLA-A24 は, 日本人の約 60%に発現している。
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 審査結果の要旨
 細胞障害性丁細胞 (以下 CTL) による癌細胞の認識機構の解明と共に, CTLによって認識さ
 れる癌拒絶抗原と して様々なペプチ ドが解明されてきたが, その多くはメラノーマに関するもの
 であり, 腎癌における癌拒絶抗原はほとんど報告がない。 一方, SARTl (Squamous cell cεrci-
 noma Antigen Recognized by T ce114) 遺伝子は食道癌より得られた遺伝子であるが, この遺
 伝子にコー ドされたアミノ酸配列のうち SART16g。.598 ペプチ ド (EYRGFTQDF) (以下 SART1
 ペプチ ド) は, HLA-A24拘束性に CTL によって認識される癌拒絶抗原となり, しかも SART1
 遺伝子は扁平上皮癌や腺癌に多くに発現 していることがこれま で明 らかにされてきた。 本研究は,
 腎癌において SARTl ペプチ ドが癌拒絶抗原と して有用であることを明 らかに したものである。
 研究は主に3つよりなっている。 第1は, 腎癌細胞株15例, 初代培養腎癌細胞10例, 初代培養
 腎正常部細胞10例等を対象と し, Westem Blot 法にて SARTl のタ ンパクレベルでの発現を調
 べている。 その結果, 核に発現する SART18D。 タンパク及び細胞質に発現する SART125g タンパ
 ク共に全例発現を認めた。
 第2は, 既に樹立されている SART1 ペプチ ドを認識する CTL (KE4-CTL) を用いて, 腎癒
 細胞株, 初代培養腎癌細胞及び初代培養腎正常部細胞に対する KE4-CTL の細胞障害を 51Cr 遊離
 試験にて測定している。 その結果, KE4-CTL は, HLA-A24+ 腎癌細胞株に対し細胞障害を示し
 たが, HLA-A24一 腎癌細胞株に対 しては細胞障害を示さなかった。 また, HLA-A24+ 初代培養
 腎癌細胞に対 し細胞障害を示 したが, HLA-A24 初代培養腎正常部細胞に対 して は細胞障害を
 示さなかった。
 第3は, HLA-A24 の腎癌患者11例の末梢リンパ球を, IL-2 と共に SART1 ペプチ ドの抗原刺
 激下にて培養し, SART1 ペプチ ド認識 CTL の誘導を行なっている。 その結果, 誘導された CTL
 と HLA-A24+ 腎癌細胞株の混合培養において IFN一γの測定を ELISA 法で行い, IFN一γの産生
 を認めたのは11例中4例であった。 そのうち2例においてさらに CTL を培養 し, CTL の腎癌細
 胞株に対する細胞障害を 51Cr 遊離試験にて測定 し, 細胞障害性を認めた。 また, この2例のう
 ち1例において, 各種抗体存在下でのブロッキング実験を行い, 抗 CD8 及び抗 HLA-classI抗
 体の存在下での み, IFN一γ の産生が抑制された。
 本研究は, SART1 ペプチ ドが腎癌においては癌拒絶抗原となりうることを指摘した。 腎癌に
 おいて, 癌特異的免疫療法の臨床応用の可能性を示した癌拒絶抗原は, SART1 ペプチ ドが初め
 てである。 よって本研究は学位授与に値する。
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